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resumo

Proteina p53 Introdugdo: Mutagdes no gene TP5 3 tém sido identificadas em varias neoplasias, incluindo as de glandulas
salivares (NGS). Entretanto nao existe consenso sobre o significado bioldgico da expressdo de p53 nessas
lesoes. Obijetivos: Avaliar a marcagdo imuno-histoquimica do antigeno p53 em NGS, investigando possiveis
diferencas entre lesdes benignas e malignas, entre diferentes tipos histolégicos e entre tumores malignos
que: 1) ndo desenvolveram metastases; 2) emitiram metastases; e 3) metéstases de NGS. Material e méto-
Progndstico do: Foram avaliados 16 casos de adenomas pleomérficos (AP), 17 lesdes malignas que nao apresentaram
metastase durante a proservacao (sete carcinomas adendides cisticos [CAC] e dez mucoepidermdides
[CMY]), 13 tumores malignos que emitiram metéstases (nove CAC e quatro CM) e, ainda, 12 metéstases
regionais ou distantes (cinco CAC e sete CM). Por marcacdo imuno-histoquimica (estreptavidina-biotina-
peroxidase), indices médios de localizacdo do antigeno p53 foram estabelecidos para cada tumor. Para
analise, utilizaram-se testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%. Resultados:
Foram observadas diferencas estatisticamente significantes nos indices médios de imunomarcacéo de p53
entre lesdes benignas e malignas (p = 0,03) e entre os diferentes tipos histol6gicos, notadamente entre o
AP e 0 CM (p =0,02). Todavia houve marcada sobreposicdo dos intervalos de indices de expressao entre
os grupos testados. Nenhuma diferenca de expresséo foi observada entre as neoplasias malignas quanto
ao seu comportamento metastatico. Concluséo: Embora a expressdo de p53 tenha sido detectada em
todos os subtipos de NGS, a marcacdo imuno-histoquimica deste antigeno nao permitiu discriminar os
tumores malignos quanto ao seu comportamento bioldgico.

Neoplasias de glandulas salivares

Metdstases

abstract IFS "™

Background: Mutations in the tumor suppressor gene TP5 3 have been found in many tumors, including salivary gland | ps3 proteins
neoplasms (SGN). However, there is not consensus about the influence of p53 protein expression on the biological
behavior of SGN. Objectives: To compare the expression of p53 between benign and malignant neoplasms, among | Salivary gland tumors
histologic subtypes of those tumors, and among (1) tumors that did not metastasize; (2) primary lesions that emit-
ted metastasis; and (3) metastasis of SGN, by immunohistochemistry. Material and Method: It was evaluated 16
cases of pleomorphic adenoma (PA), 17 samples of primary malignant tumors that did not metastasize throughout | prognosis
preservation (seven adenoid cystic carcinoma [ACC] and ten mucoepidermoid carcinomas [MC]), 13 malignant
neoplasms that emitted metastasis (nine ACC and four MC) and 12 regional or distant metastasis (five ACC and
seven MC) by immunohistochemical detection of p53 antigen (streptavidin-biotin-peroxidase method). Statistical
analyses were performed by Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests. p value below 0.05 was considered significant.
Results: A significant difference between benign and malignant lesions (p = 0.03) and among different histological
types (p = 0.02) was observed, notably between PA and MC. Malignant lesions with distinct biological behavior did
not differ according to this analysis. Conclusions: p53 expression was detected in all histological types of salivary
gland tumors studied. However, a marked overlapping among the immunostaining rates of investigated lesions was
observed. Therefore, this expression did not allow discriminating the biological behavior of malignant tumors.
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Introducgéo

Neoplasias benignas e malignas de glandulas
salivares sdo doencas relativamente raras, representando
menos de 3% dos tumores de cabeca e pescoco®?. Pouco
se conhece sobre os mecanismos que desencadeiam a
carcinogénese em glandulas salivares, e o significado de
alguns marcadores moleculares de prognéstico nesses
tumores permanece por ser esclarecido®?.

O gene supressor de tumor TP53 é responsével
pela sintese de uma fosfoproteina nuclear que regula a
proliferacdo celular através do bloqueio do ciclo celular ou
apoptose". Vaérios trabalhos tém mostrado que a perda
funcional de TP53 e o conseqliente aciimulo nuclear séo
eventos criticos na patogénese e na progresséo tumoral®
9. Outros estudos indicam, ainda, que a superexpressdo da
proteina p53 em outros tumores (por exemplo, carcinomas
de mama, célon e bexiga) correlaciona-se com diminuicdo
da diferenciacdo histolégica, comportamento biolégico
mais agressivo e reducdo da sobrevida dos pacientes® 2.

Muitos trabalhos tém estudado o papel de p53 no
comportamento biolégico dos tumores malignos e benig-
nos de glandulas salivares® -2, No entanto, os resultados
apresentados até o momento sdo bastante contraditérios®
101621 Somado a isso, outros trabalhos tém observado
diferencas significativas na expressao de p53 entre tumores
metastaticos e ndo-metastaticos®.

Praticamente todos os trabalhos tém realizado esta
avaliacdo considerando, previamente, indices variéveis de
ponto de corte (5%, 10%, 20%, etc.) para categorizacéo
das lesdes como positivas ou negativas para p53¢-'>1®; pos-
teriormente utilizam estes dados para avaliar sua associacdo
ou ndo com o comportamento biolégico. Acreditamos que
amelhor abordagem para esta investigacdo seria a avaliacdo
da expresséo a partir do comportamento biol6gico. Nesse
sentido, nossa hipdtese seria de que a agressividade das
lesbes associe-se proporcionalmente a expressao de p53.

Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar a ex-
pressdo de p53 entre neoplasias benignas e malignas
de glandulas salivares, avaliando: 1) sua capacidade em
discriminar esses dois grupos de lesdes; 2) a existéncia de
diferencas na expressdo dessa proteina entre os diferentes
tipos histologicos dessas neoplasias; e 3) o poder em dis-
criminar lesdes malignas primdrias ndo-metastatizantes,
metastatizantes e metastaticas.

Material e métodos

Cinqlienta e oito casos de neoplasias benignas e malig-
nas de glandulas salivares, diagnosticadas e tratadas entre
os anos de 1968 e 2002, provenientes dos Laboratérios

de Patologia Cirlrrgica das Faculdades de Odontologia e
Medicina da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e
do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Cancer
A. C. Camargo, foram coletados para esse estudo. Como
procedimento de rotina dessas instituicdes, os fragmentos
teciduais sao fixados em formalina tamponada a 4% e
incluidos em parafina. Apds a confeccéo de novos cortes,
todas as amostras foram reavaliadas histopatologicamente
para confirmacéo diagnédstica, segundo os critérios da
Organizacdo Mundial da Saide (OMS)@0.

Em seguida, o comportamento biolégico dos tumores
foi avaliado especificamente em relacdo a ocorréncia de
metastases (regionais ou a distancia), confirmadas por
exames complementares (por imagem e/ou bi6psia), a
partir da recuperacdo de dados de prontuério. O periodo
médio de seguimento foi de 6,9 anos (desvio-padrao de
1 5,7 anos), variando de dois a 19 anos. Assim, os casos
foram classificados da seguinte forma:

¢ neoplasias benignas: adenomas pleomérficos (AP); e

* neoplasias malignas: carcinomas adendides cisticos
primdrios que ndo emitiram metastases (CACpnm) ap6s
o periodo de acompanhamento (quatro cribriforme-tubu-
lares, quatro cribriformes); carcinomas adendides cisticos
primdrios que emitiram metéstases (CACpm) (trés tubulares,
quatro cribriformes, trés sélidos); metastases de carcinomas
adenoides cisticos (mCAC) (trés ocorreram no pulmdo, uma
em linfonodo e outra em pele); CMpnm (seis de baixo grau;
um de grau intermedidrio e trés de alto grau); carcinomas
mucoepidermdides primarios que emitiram metastases
(CMpm) (quatro lesdes de alto grau de malignidade); e
metastases de carcinomas mucoepidermdides (mCM) (seis
em linfonodos e uma em pulméo), conforme apresentado
na Tabela 1.

Ensaios imuno-histoquimicos para detec¢éo do antigeno
p53 foram realizados em cortes histolégicos de 3uym de
espessura, dispostos em laminas histolégicas previamente
tratadas com organosilano, sequindo-se a técnica de estrep-
tavidina-biotina-peroxidase padrdo, brevemente descrita
a sequir. Apds desparafinacdo em xilol e reidratacdo em
solugdes aquosas de alcool etilico, realizou-se recuperacao
antigénica em solucdo de etilenedinitrilotetraacetato (EDTA)
(TmM, pH 8), em ambiente de microondas (trés ciclos de
cinco minutos cada, em poténcia maxima). Apds bloqueio
de atividade enddgena da peroxidase (solucdo aquosa de
H,O, a 10V), incubou-se o anticorpo primario (clone DO7,
Dako Co., Carpinteria, EUA), na titulacao de 1:250, por 18
horas a 4°C em camara Umida. A reacdo foi revelada com
diaminobenzidina (Sigma Co., S. Louis, EUA) e contraco-
rada com hematoxilina de Harris. Como controle negativo,
omitiu-se o anticorpo primario, ndo sendo entéo eviden-
ciada nenhuma marcacéo nos casos avaliados. Fragmentos
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de carcinoma ductal de mama, com expressao de p53
previamente conhecida, foram utilizados como controles
positivos. Para avaliagao da imunomarcagdo, campos histo-
l6gicos, observados com ocular microscépica que permitia
ampliagdo de 40 vezes, escolhidos aleatoriamente dentro da
lesdo, foram digitalmente fotografados e transferidos para
um microcomputador. Nas imagens entéo disponiveis, eram
observadas todas as células neoplasicas disponiveis em cada
campo, somando-se os valores obtidos até que pelo menos
mil células tumorais tivessem sido avaliadas. Considerou-se
marcagao positiva coloragdo nuclear de intensidade superior
a marcacdo de fundo. A avaliagdo da imunomarcacdo foi
realizada simultaneamente por dois observadores (KCNS,
PRF). Em seguida, foram construidos indices de imunomar-
cacdo baseados na percentagem de células positivas em
relacdo ao nlimero total de células contadas.

Finalmente, os indices médios de imunomarcagédo
foram analisados comparativamente: 1) entre as neopla-
sias benignas e malignas primarias (ndo importando se
emitiram ou ndo metdastases) com o emprego do teste U
de Mann-Whitney; 2) entre todos os tipos histolégicos de
neoplasias primdrias pelo teste de Kruskal-Wallis; e 3) en-
tre as neoplasias malignas primdrias ndo-metastatizantes,

metastatizantes e as metdstases (ndo importando o tipo
histolégico), também pelo teste Kruskal-Wallis. Foram con-
sideradas significativas probabilidades de igualdade entre
0s grupos menores que 5%.

O presente protocolo foi previamente aprovado pelo
Comité de Etica do Centro de Tratamento e Pesquisa do
Hospital do Cancer A. C. Camargo e da UFU, sob os registros
de ndmeros 420/02 e 051/2002, respectivamente.

Resultados

A descricdo dos resultados é apresentada na Tabela 1.

Os adenomas pleomérficos (AP, lesdes benignas) apre-
sentaram menor marcagdo do antigeno p53 quando em
comparacdo com o conjunto de lesdes malignas, tanto
em termos de indices médios quanto do nimero de leses
positivas para a imunomarcacdo (Tabela 1). A diferenca
entre os indices médios de marcacao foi estatisticamente
significativa (p = 0,03).

A observagdo dos indices médios de imunomarcagado
dos diferentes tipos histoldgicos de tumores primarios
evidenciou que os AP apresentaram o menor nivel de

Expressao imuno-histoquimica do antigeno p53 em neoplasias de glandula salivar agrupadas

Tabela 1
Neoplasias n
Adenomas pleomorficos 16
Malignas primarias 30
Malignas primarias, ndo-metastatizantes 17
Malignas primarias, metastatizantes 13
Metastases 12
CACp (CACpnm + CACpm) 16
CACpnm 7
CACpm 9
mCAC 5
CMp (CMpnm + CMpm) 15
CMpnm 10
CMpm 4
mCM 7

segundo o tipo histoldgico e a ocorréncia ou ndo de metastases

Imunomarcacao de p53

e Média (+ dp) Variagdo
56,3 4,8% (£ 6,5%) 0-20,1%
76,6 12,6% (+ 14,1%) 0-65,6%
76,4 11,6% (£ 9,5%) 0-26,2%
76,9 13,9% (£ 18,8%) 0-65,6%
75 15,3% (+ 19,1%) 0-60,7%
62,5 8,6% (£ 9,7%) 0-25,9%
57,2 9,6% (+ 11,4%) 0- 24,4%
66,7 7,8% (£ 8,8%) 0-25,9%
80 9,8% (+ 13%) 0- 31,1%
92,8 18,1% (+ 16,8%) 0-65,6%
90 13% (£ 8,3%) 0-26,2%
100 27,7% (29,1%) 4,6%-65,6%
71,4 19,3% (£ 22,6%) 0,1%-60,7%

CACp = carcinomas adendides cisticos primdrios; CACpnm = carcinomas adendides cisticos primdrios ndo-metastatizantes; CACpm = carcinomas adendides cisticos primdrios
metastatizantes; mCAC = metdstases de carcinomas adendides cisticos; CMp = carcinomas mucoepidermdides primdrios; CMpnm = carcinomas mucoepidermdides primdrios
ndo-metastatizantes; CMpm = carcinomas mucoepidermdides primdrios metastatizantes; mCM = metdstases de carcinomas mucoepidermdides; n = niimero de casos avaliados;

9%m = percentual de casos reativos para p53.
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expressdo, sequidos pelos carcinomas adendides cisticos
(CAC) ¢, finalmente, pelos carcinomas mucoepidermdides
(CM) (Tabela 1). A andlise dessas diferencas revelou-se
estatisticamente significativa (p = 0,02). O refinamento
dessa investigacdo pelo teste de Dunn mostrou que tal
diferenca era particularmente devida a maior expresséo de
p53 nos CM em relagdo aos AP. Conforme apresentado na
(Tabela 1), metade dos casos de CM era de lesoes de alto
grau de malignidade, em que o componente epidermdide
predomina e onde o indice médio de imunolocalizacéo de
p53 foi mais que o dobro daquele observado nas lesdes de
baixo grau (Figuras 1 e 2). De qualquer maneira, o gré-
fico da Figura 3 mostra que ocorreu grande interposicao
entre todas as lesdes quando as amostras foram dispostas
individualmente. Em relacdo aos diferentes subtipos his-
toldgicos das lesdes malignas, ndo observamos diferencas
estatisticamente significativas (Tabela 2).

Finalmente, ao compararmos as neoplasias malignas
caracterizadas pelo seu comportamento biolégico duran-

te o periodo de seguimento, ndo observamos diferencas
significativas entre os grupos de lesdes primérias ndo-me-
tastatizantes, metastatizantes e de lesdes metastaticas (p =
0,98) (Tabela 1).
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Flgura 2 - Carcinoma mucoepidermdide de alto grau de malignidade apresentando
inimeras células positivas para a imunomarcagdo do antigeno p53, como as
apontadas pelas setas (estreptavidina-biotina-peroxidase, aumento original de 400x)

Figura 1 - Auséncia de imunolocalizagdo do antlgeno p53 em carcinoma
mucoepidermdide de baixo grau de malignidade demonstrada pela presenca de
vdrias células mucosas, como as marcadas por asteriscos (estreptavidina-biotina-
peroxidase, aumento original de 400x)
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AP: adenoma pleomdrfico; CAC: carcinoma adendide cistico; CM: carcinoma mucoepidermaide.
Grupos em que a média de imunomarcagao foi significativamente diferente.
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Figura 3 - Distribuicto de neoplasias primdrias de gldndula salivar segundo o tipo
histolégico e o indice de imunomarcagdo

Expressao imuno-histoquimica do antigeno p53 em neoplasias de glandula salivar agrupadas

Tabela 2 segundo tipo e subtipo histoldgicos
Diagnéstico Subtipo histoldgico
CAC Tubular
Cribriforme/tubular
Cribriforme
Solido
CM Baixo grau

Grau intermediario
Alto grau

Nimero de amostras

Imunomarcagao média de p53 (%)
2 0,1
9,1
9,2
12,2
11,9
14,51
21,8

~N P, O W 00 Ww

CAC: carcinoma adendide cistico; CM: carcinoma mucoepidermdide.
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Muitos trabalhos publicados até o momento procuraram
avaliar o significado da expresséo imuno-histoquimica de
p53 em tumores de glandula salivar. Entretanto ndo foi
identificada na literatura, até o presente momento, uma
clara orientacao quanto a utilizacéo de p53 como marcador
de comportamento biol6gico destas leses. Uma das
limitacGes mais significativas das investigacdes sobre esse
assunto é o fato de ndo existirem, ainda, valores limitrofes
(pontos de corte) de expressao de p53 que possam efetiva-
mente separar os tumores quanto ao seu comportamento
biolégico. Varias abordagens tém sido propostas em
que os autores procuraram investigar a aplicabilidade de
diversos pontos de corte na avaliacdo da intensidade de
marcacao (negativa, fraca, moderada ou intensa) ou, mais
freqlientemente, de percentuais de expressdo (1%, 5%,
10% ou, ainda, 20%) na discriminacdo de comportamen-
tos bioldgicos distintos 82D, Nestes estudos, os autores
categorizavam a expressdo de p53, considerando positivas
as lesdes cujos indices de marcacdo alcancavam um valor
minimo de reatividade. Todavia, com esta metodologia,
ndo tem sido possivel identificar diferencas significativas
no padrdo de expressdo de p53 que sejam aplicéveis na
discriminacdo de lesGes com comportamentos agressivos,
traduzidos por recidivas ou metastases.

Em funcdo desta limitagdo, o presente trabalho pro-
pos uma abordagem diferenciada para a avaliacdo do
significado da imunomarcacdo desta proteina supressora
tumoral. Assim, ao invés de compararmos grupos positivos
ou negativos para expressao de p53, consideramos como
parametro (gold-standard) para o agrupamento dos casos
em estudo a variével associada ao comportamento biolégico
(lesGes benignas, ledes malignas, metastatizantes ou ndo,
e as lesdes metastéticas). Em seguida, foram comparados
os indices médios de imunomarcacao entre os diferentes
grupos de lesao.

Nossos resultados mostraram que a reatividade para p53
foi extremamente variavel entre os tumores de glandulas
salivares. Esta variagdo ocorreu tanto em relagéo ao nimero
de lesdes reativas quanto ao percentual de reatividade entre
as lesdes de um mesmo tipo histolégico, bem como entre
os grupos histologicamente distintos.

Nove dos 16 AP (56,3%) foram positivos para p53.
Ohtaké et al.(® observaram imunomarcacéo desse antigeno
em 56,4% de um grupo de lesdes semelhantes, ressaltando
que as células positivas geralmente apresentavam ou en-
contravam-se em areas de notével pleomorfismo celular,

consideradas por eles cancerizdveis. Lazzaro et al.'® encon-
traram positividade para p53 em 73% dos AP estudados,
apesar de 68% deles terem apresentado baixa porcentagem
de células reativas. Soini et al.?" observaram positividade
em apenas 11% dos casos, e todos apresentando < 1% de
células marcadas. Observamos, também, aumento grada-
tivo no ndmero de casos p53 positivos entre os CACpnm
(57,2%), CACpm (66,7%) e mCAC (80%), com uma por-
centagem média de marcacdo variando de 7,8% a 9,8%,
de forma semelhante a outros autores® . O ndmero de
casos positivos para p53 também foi alto no grupo dos CM:
90% dos CMpnm, 100% dos CMpm e 71,4% dos mCM,
com maior porcentagem média de células marcadas entre
os CMpm (27,7%) e os mCM (19,3%). Estes valores foram
mais elevados que os relatados na literatura® & 1118 2D,

Vale salientar, todavia, que, quando as lesdes foram
analisadas a partir do percentual médio de expressdo para
p53, pode-se observar uma tendéncia de incremento
aparentemente proporcional a agressividade dos tumores
(Tabela 1 e Figura 3). Neste sentido, observamos maior ex-
pressao de p53 nas neoplasias malignas comparativamente
as benignas. Observando a Tabela 1, pode-se verificar que
o grupo dos CM (ndo-metastatizantes, metastatizantes e
metéstases) apresentou indices de marcagéo bem superiores
aqueles vistos para os outros tipos, sugerindo que possam
ter influenciado este resultado. Esta diferenca também foi
observada quando os tumores foram comparados individu-
almente entre si (CAC x CM x AP). Todavia, no refinamento
desta analise, observamos que a diferenca verificada refletiu
apenas aquela encontrada entre AP e CM.

Quando analisamos comparativamente os valores
percentuais de expressao para p53, considerando separa-
damente as leses ndo-metastatizantes, metastatizantes e
as metastases, verificamos que néo foi possivel identificar di-
ferencas significativas. Contudo, as diferencas de expressao
de p53 entre as lesdes do grupo de CM (CMpnm, CMpm,
mCM) foi notavelmente maior que as verificadas para as
lesdes do grupo dos CAC (CACpnm, CACpm, mCAC).
Procurando encontrar uma explicacdo para este achado,
verificamos que entre as lesdes CMpm e mCM encontrava-
se maior nimero do subtipo alto grau, cujo componente
epidermoéide predomina (Figuras 1 e 2). Neste sentido, é
possivel que a presenca de células epidermdides tenha sido
determinante da maior expressao de p53¢-'%2D. Sabe-se que
a expressao de p53 tem sido encontrada num percentual
relativamente alto nos carcinomas epidermdides, indepen-
dentemente de sua origem™ ®. Paralelamente, podemos
observar que nos CAC nos e AP, cuja morfo-histogénese esta
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vinculada a uma diferenciacédo glandular mais expressiva, os
indices de marcagdo foram mais baixos. Estes dados podem
sugerir que a expressao de p53 esteja relacionada ao padrédo
de diferenciacdo tumoral. Para tanto, estudos adicionais
devem ser conduzidos para investigar esta hipétese.

Vale ressaltar, por outro lado, o fato de ndo ter sido
possivel identificar intervalos distintos de valores percentuais
de reatividade (refletidos pelo percentual médio) a partir do
quais pudéssemos visualizar objetivamente estas diferencas
de evolugdo clinica. Esta dificuldade pode ser visualizada na
Figura 3, que mostra a interposicdo dos valores de desvio-
padrao entre os grupos. Estas observacoes reforcam aquelas
ja descritas na literatura, colocando a expresséo de p53
como um parametro pouco confiavel na discriminacéo de
grupos de tumores com diferentes comportamentos.

Varios autores tém observado auséncia de associacdo
entre a expressdo de p53 e as alteragbes no gene TP53 em
tumores de glandulas salivares de diferentes tipos histold-
gicos. Da mesma forma, ndo puderam identificar relagdo
entre as alteracdes génicas e o comportamento biolégico
para estas lesdes( 14171922 Kiyoshima et al."™ mostraram
que, apesar das alteracdes génicas em TP53 terem sido

pouco freqiientes nos CAC e nos CM, somente os CAC que
apresentaram mutac6es em TP53 mostraram relacédo entre
recorréncia e metdstase. Este fato também foi constatado
por outros autores® '), o que aponta para um baixo grau
de confiabilidade no uso destes parametros para definir
comportamento biolégico tumoral.

Finalmente, acreditamos que a dificuldade da utilizacao
da expressao de p53 como marcador de comportamento
bioldgico nestas lesdes possa ser reflexo da complexidade
de sua modulagdo. Diversas alteragdes mutacionais e epige-
néticas podem atuar neste contexto, interferindo na funcéo
de p53 ou de moléculas relacionadas, tais como mdm2,
p16, p14 e p21@ 7,814,

Em conclusao, nosso estudo mostrou que a expressao de
p53, embora baixa, ocorre nos tumores de glandulas salivares.
Observamos, também, a existéncia de diferenga na expresséo
média de p53 entre as neoplasias benignas e malignas, espe-
cialmente entre AP e CM. Entretanto, em fungéo da notéavel
sobreposicdo dos indices de marcacéo entre as lesGes, acre-
ditamos que a avaliacdo da expressao de p53 para neoplasias
de glandulas salivares ndo seja um parametro confiével na
discriminacdo de seu comportamento bioldgico.
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